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Sistemik lupus eritematozus on tanisiyla arastirilan
hastalarin serumlarinda antinukleer ve anti-double
stranded DNA antikorlarinin saptanmasinda iki farkh
yontemin karsilastirilmasi
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OZET

Bu ¢alismada, sistemik lupus eritematoza (SLE) én tanist almis hastalarda antiniikleer antikor (ANA) ve anti-double stran-
ded DNA (Anti-dsDNA) antikorlarimin saptanmasinda IFA ve EIA yéntemlerinin etkinliginin karsilastirilmasi: amaclanmg-
tir. Calismada Temmuz 2005-2006 tarihleri arasinda Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Seroloji laboratuarina génderi-
len, SLE on tanist almig 59 hastanin serum drnekleri indirekt floresan antikor (IFA) ve enzim temelli testler (EIA) ile es za-
manli olarak incelenmis ve sonuclar degerlendirilmigtir. Calismamiz sonucunda, 59 hastanin 50’ sinde (%84.7) IFA testi ile,
35’ inde (%59.3) EIA testi ile ANA pozitifligi tespit edilmistir. Anti-ds DNA varligi agisindan 59 hastanin 21’ inin (%35.6) IFA
ile, 30’ unun (%50.8) EIA ile pozitif oldugu goriilmiistiir. EIA testinin, ANA varligi agisindan duyarliligi %70, ozgiilliigii %100
olarak bulunurken, ds-DNA varligi agisindan duyarliligt %90.5, ozgiilliigii %71 .1 olarak tespit edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Sistemik Lupus Eritematozus, antiniikleer antikor, anti-dsDNA, indirek immiinfloresan, enzim immiinassay.
SUMMARY

In this study, our objective is to compare the efficacy of the IFA and EIA methods in the detection of anti-nuclear antibodies
(ANA) and anti-double stranded DNA (Anti-dsDNA) in patients with prediagnosed as systemic lupus erythematosus (SLE).
All serum samples (n:59) obtained from patients with prediagnosed SLE and submitted to the Microbiology and Clinical Mic-
robiology Laboratories between July 2005 and 2006 were examined by indirect fluorescent antibody (IFA) and enzyme im-
munoassay (EIA) tests and results were compared. The IFA test gave a positive ANA indication in 50 (84.7%) out of 59 pa-
tients, compared to 35(59.3%) with the EIA test. In terms of Anti-ds DNA existence, the IFA test gave a positive indication
for 21 (35.6%) out of 59 patients whereas, using the EIA method, the number was 30 (50.8%) patients. We determined that
the sensitivity of the EIA test to the presence of ANA was 70 %, and that its specificity was 100 %. We found that, in terms
of ds-DNA existence, its sensitivity and specificity were 90.5% and 71.1%, respectively.
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GiRiS olarak adlandirilir (1). ANA testi, konnektif do-

Sistemik lupus eritematozus (SLE), siklikla hiic- ku hastaliklarmda (SLE, skleroderma, CREST

re cekirdegindeki intraselliiler antijenlere karsi
otoantikorlarin mevcut oldugu cok yonlii bir oto-
immiin hastaliktir. Niikleer komponentlere karsi

olusan otoantikorlar, antiniikleer antikor (ANA)
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sendromu, Sjogren Sendromu, mikst konnektif
doku hastalig1, poliomiyozit, dermatomiyozit) bir
tarama testi seklinde yaygin olarak kullanilir (2).

ANA pozitif olan hastalarin ¢cogu SLE degildir,
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ancak SLE’li kisilerin ¢cogu (%95°ten fazla) ANA
pozitif’tir (1,2). Antiniikleer antikorlarin (ANA)
SLE’de goriilme orant %100’e yakin olmasina
karsin bagka otoimmiin hastaliklarda da buluna-
bileceginden, ayirict degeri diisiiktiir. SLE’de bu-
giin i¢in tanisal degeri en yliksek sayilan anti-
korlar ¢ift zincirli DNA (ds DNA) ve Smith an-
tijenine (Sm) karst olanlardir (3). ANA ve anti-
ds DNA antikorlarinin arastirilmasinda indirekt
floresan antikor (IFA), Western Blot (WB), Farr
assay ve enzim immiin assay (EIA) gibi farkli
yontemler kullanilmaktadir (4). Antiniikleer anti-
korlarin tespiti icin genellikle tercih edilen yon-
tem indirekt immiinfloresan (IFA) yontemidir (5).
IFA-ANA yonteminin basit, uygulamasi kolay ve
maliyetinin diigiik olmast gibi avantajlarina kar-
sin bazi onemli simirlamalar1 vardir. Ornegin tes-
tin degerlendirmesi zaman alic1 ve subjektif olup,
sonuclarin gecerliligi biiyiik oOlciide degerlendiren
kisinin bilgi, deneyim ve yeterliligine baghdir.
Bir bagka dezavantaji ise c¢ok sayidaki niikleer
antijenlerin tiplendirmesinin kesin olarak yapila-
mamasidir. Son yillarda; farkli niikleer antijenle-
rin tiplendirmesine olanak saglayan; pratik ve de-
gerlendirmesi objektif olan enzim temelli testler
(EIA) ve western blot gibi molekiiler temelli
yontemler uygulamaya girmistir (6).

Bu calismada, SLE o6n tanisi almig hastalarda
ANA ve anti-ds DNA antikorlarinin varligini
IFA ve EIA yontemleri ile arastirllmasi ve refe-
rans yontem olarak kabul edilen IFA’ya gore, EI-
A’nin  duyarliik ve oOzgiilliigiiniin  saptanmasi
amaclanmuigtir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Temmuz 2005-2006 tarihleri arasinda
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ~ Seroloji
laboratuarma gonderilen ve klinik olarak SLE 6n
tanist alan 59 hastanin serum ornekleri dahil edil-
migtir. Calisma grubu 18-70 yaglari arasinda, 49’u
(%83.1) kadin, 10’u (%16.9) erkek hastadan olus-

mugtur. Tiim serum Ornekleri IFA ve EIA tes-
tleriyle es zamanli olarak incelenmistir.

IFA testi ile ANA arastirilmasi. ANA varliginin
aragtirtlmasi i¢in standart IFA yontemi ( IMM-
CO Diagnostics, Inc. USA ) kullanilmigtir. Hep-
2 hiicreleri ile kapli 6zel lam alanlar1 iizerine Or-
neklerin 1/80 sulandirimlar: eklenerek, iiretici fir-
manin Onerileri dogrultusunda uygulanmistir. So-
nuglar floresan mikroskobunda (Zeiss, Germany)
20X ve 40X objektiflerle ve en az iki farkli ki-

si tarafindan incelenmisgtir.

IFA testi ile anti-ds DNA arastirilmasi. IFA yon-
temi ile anti-ds DNA arastirilmasinda, antijenik
substrat olarak Crithidia luciliae iceren lamlara
(IMMCO Diagnostics, Inc. USA) serum ornekle-
rinin 1/10 sulandirimlarr eklenmis ve test iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda uygulanmigtir.
Sonuglar floresan mikroskobunda (Zeiss, Ger-
many) 20X ve 40X objektiflerle incelenmistir.

EIA ile ANA ve anti-ds DNA tespiti. EIA testi,
AESKULISA ANA-Hep2 (AESKU Diagnostics,
Germany) ve AESKULISA ds-DNA  Check
(AESKU Diagnostics, Germany) kitleri kullanila-
rak TRITURUS Biotect (Grifols-USA) otomati-
ze EIA sisteminde caligilmistir. ANA-Hep 2 tes-
ti dsDNA, histon, SS-A(Ro), SS-B(La), Sm,
SnRNP/Sm, Scl-70, PM-Scl, Jo-1 ve sentromer
antijenlerini icermekteydi. Test iiretici firmanin
oOnerileri dogrultusunda uygulanmigtir.

BULGULAR

Calismamiz  sonucunda, 59 hastanin  50’sinde
(%84.7) IFA testi ile, 35’inde (%59.3) EIA testi
ile ANA pozitifligi tespit edilmistir. Anti-ds DNA
sonuclarina bakildigindaysa 59 hastanin 21’inin
(%35.6) IFA ile, 30’unun (%50.8) EIA ile pozitif
oldugu goriilmiistiir (Tablo1).

EIA testinin, ANA varlif1 agisindan duyarlilig:
%70, ozgilligi %100 olarak bulunurken, ds-
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Tablo 1. 59 hastanin IFA ve EIA yontemleri ile ANA ve Anti ds-DNA  sonuglari.
IFA EIA
ANA ds-DNA ANA ds-DNA
Toplam (+) %G T | (+) %o | () | () %o ) %o | (+) %o | () %o
hasta
sayis1 50 84.7 9 15.3| 21 35638 64.4 |35 593124 40.7 | 30 50.8 |29 492
n=59

DNA varlig1 agisindan duyarlilifi %90.5, o6zgiil-
ligii %71.1 olarak tespit edilmigtir.

TARTISMA

Kollajen doku hastaligi olanlarda farkli hiicre,
doku ve antijenlerine karst otoantikor olusumu
karakteristiktir (6).
tanimlanmasi, dogru tan: konmasinda, prognozu

Dolagimdaki otoantikorlarin
gostermede ve tedavinin izleminde rehberlik et-
mede yararhidir (7). SLE etyolojisi tam olarak bi-
linmeyen, klinik ve laboratuar bulgulari ¢ok ce-
sitli ve degisken olabilen, kronik, otoimmun ve
multisistemik bir hastaliktir (8). Otoantikorlarin
varligi, SLE’nin tanisi icin 6nemli olup, antiniik-
leer antikorlar (ANA), anti-Sm veya anti-ds DNA
antikorlari, SLE icin tami kriterleri arasinda yer
alir (9). IFA, bugiin icin klinik laboratuarlarda
cesitli niikleer antijenlere karsi olusan otoantikor-
larin tespitinde en yaygin kullanilan metottur
(10). Bununla birlikte zahmetli ve degerlendiril-
mesi subjektif bir test olmasi ve antijen tipleri-
nin kesin ayrimimin yapilamamasi gibi sinirlama-
larindan dolay1 alternatif olarak enzim immunas-
say (EIA) yontemi gelisgtirilmigstir (6,11).

Doku  Hastaliklari’nda
(KDH) tamimlanan otuzdan fazla antijen-antikor

Bugiin i¢in Kollajen
kompleksi bulunmasina karsin, EIA ve western
blot (WB) ile 10-12 kadarini saptamak miimkiin-
diir. Ancak IFA ile caligilan hiicre hatti, teorik
olarak hiicresel otoantijenlerin hepsini igermekte-
dir.
KDH’da yeni antijen-antikor kompleksleri bulun-

Dolayisiyla, immiin floresan yontemi,
sa da tercih edilen yontem olma ozelligini yitir-

meyecektir (4).

Antiniikleer antikorlar, SLE i¢in cok duyarh ol-
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masima karsin, saglikli bireylerin licte birinde,
1/40 diliisyonla ANA tespit edilebilmekte, bu
oran 1/160 diltisyonda yirmi kiside bir olmaktadir
(1). Tan ve ark (12)’nin yaptig1 caligmada, im-
miinfloresan yontemiyle, saglikli bireylerde 1/40
diliisyonla %31.7 ANA pozitifligi bulunmustur.
Ayni ¢alismada, 1/80, 1/160 ve 1/320 diliisyonlar-
%S ve %3.3 ANA pozitifli-
&1 saptanmigtir. Bu c¢alismada goriildiigii  gibi,
ANA-IFA igin baslangic diliisyonu olarak 1/40
orant saglikli kigilerde de yiiksek oranda pozitif

la sirasiyla %13.3,

olabildigi icin, bizim ¢alismamizda 1/80 diliisyon

orani ile c¢alisilmast tercih edilmigtir.

ANA tespitinde IFA ile EIA’nin karsilagtirildigi
cesitli calismalara literatiirde sikca rastlamak
miimkiin olmakla beraber, sonuglar oldukca degi-
sik oranlarda bildirilmektedir. Emlen ve O’Ne-
ill (13) SLE’li hastalarda, Hep-2 hiicreleri ile
gerceklestirilen immiinfloresan test ile alti farkli
EIA ANA kitini karsilagtirmis ve IFA ile %88
ANA pozitiflik saptamig, buna karsilik EIA ile
ANA pozitifligi %62 ile %90 arasinda degisiklik
gostermigstir. Tonuttia ve ark (14) otoimmiin has-
taligi bulunan 315 kiside ANA i¢in IFA ile bes
ticari EIA kitini kargilagtirmig, IFA ile %92 ANA
pozitifligine karsilik, EIA ile bu oran %74 ile
%94 arasinda degisiklik goOstermistir. Ayni arag-
tiricilar ticari enzim immiinassay testlerinin bazi-
larinmm IFA ile karsilastirilabilir diizeyde, bazila-
rmin daha yiiksek tanisal dogruluk tasidigini, ba-
zilarminsa sonuglarinin kabul edilemez oldugunu
belirtmekte, ancak sonu¢ olarak IFA’ya alternatif
bir tarama testi olarak kullanilabilecegini soyle-
miglerdir. Alem ve ark (15) ANA IFA testine

karsilik degisik niikleer antijenlere (SS-A, SS-B,
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Scl-70, Sm, RNP, Jo-1, ENA, histone, ss-DNA
ve ds-DNA) karsi otoantikorlar1 test eden ii¢
farkli EIA-ENA Kkitini ¢aligmiglar, IFA-ANA po-
zitif Orneklerin %97’sini, EIA ile pozitif bul-
muglar ve hasta Orneklerinin taranmasinda giive-
nilir oldugu sonucuna varmiglardir. Reisner ve
ark (11), 808 serum oOrnegini taradiklari calisma-
larinda ANA varligr i¢in IFA ve EIA testini kar-
stlagtirmiglar, EIA’nin duyarlilik ve ozgiilliigiini
sirastyla %94.6 ve %86.0 bulmusglar, ek olarak;
EIA testinin yiiksek negatif prediktif degere sa-
hip olmasindan dolayr ANA-negatif sonuglar icin
giivenilir olarak kullanlabilecegi, ancak diisiik
pozitif prediktif degerinden dolay1 EIA-pozitif or-
neklerin IFA ile dogrulanmasi gerektigi sonucu-
na varmiglardir. Gniewek ve ark (2) 467 hasta
ve 98 saglikli kan vericisinin serumlarinda ANA
tespiti icin IFA ve EIA ile calismiglar ve EI-
A’nin IFA ile esit duyarliliga sahip oldugunu, 6z-
giilliigiintin ise daha yiiksek oldugunu bulmuslar-
dir. Jaskowski ve ark (10) da 601 hasta ve 202
normal kan vericisinin serum Orneklerinde ANA
tespiti icin IFA ve bes degisik EIA testi ile ca-
lismiglar ve EIA testlerinin, IFA ile karsilastiril-
diginda hem duyarli hem de 6zgiil oldugu sonu-
cuna varmakla beraber, bes degisik EIA testinin
hi¢birinin %100 duyarli olmadigint da vurgula-
muglardir. Goriildiigi gibi calismalarda EIA test-
lerinin duyarliik ve oOzgiilliigii oldukca genis bir
aralikta tespit edilebilmektedir. Bununla birlikte
ozellikle Anti-ds DNA i¢in IFA ve EIA yontem-
lerini kargilagtiran ¢aligmalara literatiirde cok faz-
la rastlanmamistir. Tan ve ark (16), dokuz de-
gisik EIA kitini degerlendirmisler ve sadece iki-
sinin anti-dsDNA icin kabul edilebilir duyarlilik
ve Ozgiilliige sahip oldugunu tespit etmislerdir,
sonu¢ olarak oOzellikle anti-dsDNA ve anti-Sm
icin, EIA testlerinin gelistirilmeye ihtiyaci1 oldu-
gunu belirtmislerdir.

Bizim c¢alismamizda, IFA ile karsilastirildigi za-
man, EIA testinin duyarlilift ANA i¢in %70, an-
ti-dsDNA i¢in %90.5’tir, ozgiilliigii ise ANA ve
anti-dsDNA i¢in sirasiyla %100 ve %71.1 ola-
rak bulunmustur. Bulgularimiz, genel olarak lite-

ratlirle uyumlu olmasina kargin ¢aligmamizin ba-
z1 smirlamalart mevcuttur. Bunlar, olgu sayisinin
az olmasi ve kontrol grubu olarak saglikli birey
serumlariin ¢aligitlmamis olmasi seklinde sayila-
bilir. Sonug¢ olarak, bu noktalar iizerinde durula-
rak planlanan yeni calismalarin daha iyi yol gos-
terici olacagi kanisina varilmigtir. Bununla birlik-
te, aragtirmamizin anti-dsSDNA  saptanmasinda
IFA, EIA testlerinin kargilagtirilmas: amaciyla ya-
pilan az sayidaki caligmaya katki saglayacagi dii-

stintilmiistiir.
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